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(54) Title: METHOD FOR THE QUALITATIVE AND QUANTITATIVE DETECTION OF DNA DAMAGE 
(54) Titre: PROCEDE DE DETECTION QUALITATIVE ET QUANTITATIVE DE LESIONS DE L'ADN 



(57) Abstract 



A method for the qualitative and quantitative detection of damages to DNA, characterised in that it includes the steps of binding the 
target DNA to a sensitised substrate, subjecting the DNA to the action of a test composition comprising at least one damage -generating 
product, subjecting the DNA to the action of a composition containing at least one cell extract active in repairing the DNA and containing 
markers, and detecting directly or indirectly the markers optionally incorporated into the DNA, if the repair has been effective, wherein a 
washing step is included between said steps and the binding and damaging steps can be reversed. The invention also provides a method 
for capturing the DNA directly from the cells with a lysis solution and a method for determining the repair modulation effect of some 
molecules. Said method is suitable for detecting DNA damage and the repair inhibition modulating activity of one or more molecules. 

(57) Abreg* 

L'objet de V invention est un proc&Je* de detection qualitative et quantitative de lesions sur de 1'ADN, qui se caract6risc en ce qu'it 
comprend les differentes etapes suivantes: fixation de l'ADN cibie sur un support sensibilisd, action d'une composition a tester comprenant 
au moins un produit lesant, action d'une composition comprenant au moins un extrait cellulaire poss6dant unc activity r6paratrice sur cet 
ADN, ledit extrait contenant des marqueurs, revelation directe ou indirecte des marqueurs eWentuellement incorpores dans l'ADN, en cas 
de reparation; lesdites Stapes 6tant separees par au moins une 6tape de lavage, les Stapes de fixation et de lesion pouvant etre inversees. 
L' invention a igalement pour objet le proce<16 de capture de l'ADN directement a partir de cellules avec une solution de lyse, et un precede" 
de determination de Teffet modulateur de la reparation de certaines molecules. Application a la detection de lesions de l'ADN et de Taction 
modulatrice d* inhibition de reparation d'au moins une molecule. 
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PROCEDE DE DETECTION QUALITATIVE ET QUANTITATIVE 
DE LESIONS DE L'ADN 

La pr6sente invention a pour objet un proc£d6 de detection qualitative 
et quantitative de lesions sur de I'Acide DesoxyriboNucieique dues & des 
agents physiques ou chimiques ainsi qu'un proc6d6 de detection qualitative 
et quantitative de ('activity de substances modulatrices de reparation 
5 d'extraits cellulaires sur de I'Acide DesoxyriboNucieique I6se. 

Pour la suite de la description et pour les revendications, on appelle 
"produit I6sant*\ tout agent chimique pur specifique, tout melange artificiel 
d'agents chimiques, ou toute composition naturelle d'agents chimiques ou 
encore tout agent physique tel que les rayonnements notamment les 
10 rayonnements ionisants et les rayonnements ultraviolets. 

On sait que I'ADN sert de support £ ^information genetique et qu'il 
peut etre I6s6 par des produits lesants avec des consequences importantes si 
ces lesions ne sont pas r6parees. En effet, la division cellulaire est 
dependante de ces informations et la vie mSme de la cellule est concernge 
15 puisque les gdnes exprimes dans la cellule sont n6cessaires au bon 
fonctionnement cellulaire. 

Aussi une lesion peut conduire £ une mutation sur I'ADN, qui peut 
entratner un dysfonctionnement de la cellule et par consequent induire un 
probleme au niveau de I'organisme. 
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it est done important d'analyser les reactions de I'ADN d'un individu 
vis & vis de produits lesants pour en tirer des informations int6ressantes, 
notamment pour le suivi de Involution de certaines maladies ou pour en 
prevenir les consequences. II faut done, & partir de cellules contenues dans le 

5 sang ou dans un quelconque tissu, r6cup6rer I'ADN puis le purifier et analyser 
son comportement en regard des produits lesants en dosant les 
consequences induites par ces lesions. 

Ainsi, dans Tindustrie du medicament, on peut avoir besoin de 
determiner qualitativement et quantitativement la g6notoxicit6 ou I'anti- 

10 genotoxicite d'un compose ou d'un melange de composes vis & vis de I'ADN, 
et si possible les capacitds de reparation des lesions ainsi g6n6r6es. Une telle 
determination est utile & partir de cellules developp6es et cultiv6es in vitro ou 
isol6es ex vivo, Des applications de ce type de determination sont la 
detection de xenobiotiques g6notoxiques, le suivi des patients en 

15 chimiotherapie, ou le suivi des personnes travaillant au contact des 
g6notoxiques. 

II est un autre but du procede selon ('invention qui, dans le cas 
d'agents lesants chimiques, cherche S verifier les capacites d'inhibition d'un 
compose vis d vis de ce produit, e'est notamment le cas des oxydants et 
20 antioxydants. 

On connait diff6rents tests concernant I'ADN et notamment la 
demande de brevet EP 0.472.482 au nom du present demandeur, qui 
concerne le dosage de microquantites d'ADN presentes en position 
extracellulaire dans un liquide biologique, notamment dans le plasma sanguin. 

25 Ce procede consiste £ fixer, par adsorption, I'ADN sur un support 

solide grace & des substances pr6sentant une grande affinite pour I'ADN. 
Ainsi on peut choisir cette substance notamment parmi les complexes 
macromol6culaires cationiques. 

Le support solide est g6neralement une plaque de microtitration 

30 comprenant des puits, qui sont sensibilises par incubation dans un milieu 
contenant ces complexes macromoieculaires cationiques. 
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Cette plaque est incubee avec rechantillon dont on cherche & doser la 
proportion d'ADN. L'ADN est adsorb^ et la plaque est Iav6e en tampon 
Borate avec un tensioactif ou en tampon tris(hydroxymethyi)aminomethane. 
L'ADN ainsi fix6 est soumis & une reaction de biologie molgcuiaire 
5 mettant en jeu plusieurs enzymes specifiques de I'ADN afin d'incorporer au 
moins un nucleotide marque chimiquement par une substance pouvant €tre 
ult6rieurement r6v6\6e, par exemple par reaction enzymatique. 

Une telle incorporation est pr6vue dans ce procede anterieur de dosage 
par la reaction de "Nick translation", c'est-a-dire par une reaction de 
io deplacement de coupure haplotomique. Un tel marqueur, d6crit dans cette 
demande pr6cedente, est un nucleotide modifie reconnu par un compose 
avidine/enzyme ou streptavidine/en2yme, i'enzyme etant la p6roxydase. 

Apr6s interruption de la reaction enzymatique, la revelation du 
marqueur incorpore est obtenue au moyen d'un appareillage susceptible de 
15 quantifier le signal emis. On mesure ainsi au moyen d'un spectrophotom6tre 
la reaction color6e obtenue avec la biotine. 

Un tel procede de dosage de I'ADN present en trds petite quantite 
dans un echantillon apporte de nombreux avantages, notamment : 
. pas d'extraction de I'ADN prealablement a son dosage, 
20 ♦ pas d'utilisation obligatoire de marqueur M chaud M c'est-S-dire radioactif, 
. pas d'appareillage sp6cifique iourd, 

• grande sensibility, 

. mise en oeuvre simuitanee sur plus de cent echantillons, et 

• obtention de resultats en quelques heures. 

25 Un tel procede a done un but bien determine qui est le dosage de 

I'ADN en vue de determiner les eventuelles variations du taux d'ADN, plus 
particulierement chez I'homme mais aussi en conditions experimentales pour 
quantifier les ph6nom6nes de mort celiulaire. 

On connalt un test decrit par Wood et coll [(1988) Cell, 53, 97-1 06J et 

30 Sancar et coll, [Sibghat-Ullah et al (1989) Nucleic Acids Res., 17, 4471 - 
4484], qui permet de detecter les lesions sur de I'ADN. 



BNSDOClD:<WO 9628571 A1> 



WO 96/28571 FCT/FR96/0039 1 

4 

Get essai consiste h placer deux plasmides tr&s purs et de tallies 
differentes, I'un I6se et r autre non iese en tant que reference, en presence 
d'un extrait cellulaire, transcriptionneitement actif, en presence, entre autres, 
d'une composition connue de dNTP, de dATP marque et de Magnesium. 
5 Les lesions sont reconnues, incisees, et la synthase d'ADN reparatrice 

subsequente permet Incorporation de dNTP radio-marques dont la presence 
sera ensuite quantifi6e. 

Un certain pourcentage de lesions est repare par ce mecanisme 
d'incision-excision et resynthese, de I'ordre de 7 %. 
10 On linearise les plasmides, on fait migrer sur un gel d'6lectrophor6se 

afin d'assurer la separation et on etudie le signal radioactif 6mis par les 
chaTnes r6par6es dans lesquelles un marqueur "chaud" est present. Le 
rapport des signaux donne un rapport de reparation. 

L'activite d'incision-excision peut aussi §tre directement mesur6e 
15 [Caisou et Salles (1994) Biochern.Biophys. Res. Comm. ,202. 788-7951. 

Un tel test presente de nombreux inconvenients et notamment le fait 
que I'application d I'industrie dans des conditions d'automatisation 
satisfaisantes est difficile si bien que cet essai reste reserve aux laboratoires. 
Les d6tais d'obtention des r£sultats, (de I'ordre de deux jours), sont trop 
20 longs et les couts trop eieves. Comme autre contrainte, on peut citer la 
necessity de disposer de plasmides purifies, avec des quantites de I'ordre 
200-300 ng et & ce sujet, on remarque que ce test ne parait pas transposable 
S I'anaiyse de lesions d'ADN de toute provenance in vitro ou ex vivo. 

De plus on constate que les marqueurs sont des isotopes dont la 
25 manipulation est moins aisee et que le remplacement par des marqueurs 
d' autre nature semble deiicat. 

En outre, dans le domaine des marqueurs, une tendance forte est de 
penser que les marqueurs radioactifs sont plus sensibles que les autres si 
bien que tout chercheur est amene instinctivement & recourir & de tels 
30 marqueurs et m§me d §tre dissuade d'utiliser des marqueurs froids- 

On connait bien sur des tests permettant ensuite de detecter les 
mutag£nes puisqu'une relation existe entre lesions et mutagendse. Ce sont 
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plus particuli6rement le test d'AMES [Ames et ai (1973} Proc. Natl. Acad. Sci 
,USA,70,2281-2285)} complete par le test dit du micronoyau [Mac GnSgor et 
al. (1987) Mutat. Res. 189,103-1 12] qui permet r analyse des cassures 
chromosomiques et des tests permettant de detecter des mutations dans des 
5 g6nes tels que HPRT codant pour une enzyme de biosynthdse des bases de 
I'ADN. 

Dans rindustrie pharmaceutique, on utilise tr£s souvent et surtout en 
cas de doute avec les tests precedents, le test UDS "Unscheduled DNA 
Synthesis" qui consiste 6galement £ mesurer ('incorporation d'un ou plusieurs 
10 nucleotides marqu6s dans I'ADN de cellules soumises & des agents 
potentiellement genotoxiques. 

Ce test pr6sente & nouveau I'inconvenient de pr6voir la manipulation 
de radio-isotopes et d'etre semi-quantitatif. 

Un perfectionnement de TUDS a propose un marqueur non radioactif 
15 [Selden et al.<1994) Mutat. Res. ,31 5, 147-167], mais cet intergt est rendu 
moins pertinent par le fait que I'analyse des r6sultats n6cessite la mise en 
oeuvre de la cytometrie de flux, qui est une technique tr6s lourde. 

Le proc6d6 selon ('invention a done pour but de pallier les 
inconv6nients de Tart anterieur en permettant de determiner qualitativement 
20 et quantitativement les lesions induites dans de I'ADN, qu'il provienne de 
cellules ex vivo (cellules, tissus) ou qu'il s'agisse d'ADN in vitro (purifie ou 
issu de cellules en culture). Le procede selon l f invention permet aussi de 
determiner la capacity d'une substance ou d'un melange de substances & 
inhiber Teffet I6sant d'un produit lesant. 
25 Le proc6d6 selon Pinvention permet egalement de tester des agents 

modulateurs de la reparation. 

En effet, la modulation, plus precisement ('inhibition de Tactivite 
reparatrice de I'ADN d'une cellule est une voie therapeutique du traitement 
de cancers. On cherche ainsi ci d6velopper des molecules presentant des 
30 proprietes d'inhibition de la reparation de I'ADN. 
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Aussi pourrait-il Stre tr£s utile de tester de teites molecules, ce qui 
permettrait de ies cribter rapidement et de ne retenir que les plus efficaces 
pour des etudes plus pouss6es. 

C'est done i'objet aussi de ('invention de proposer de mesurer la 
5 modulation, par une molecule ajout6e au melange de reparation, de 
I'efficacite de reparation d'un ADN pr6ies6, donnant un signal de reparation 
significatif, en I'absence de ladite molecule. 

De plus la presente invention permet par une mise en oeuvre d'une 
etape suppiementaire sp6cifique de traiter directement des cellules par un 
10 produit chimique I6sant et de determiner, toujours qualitativernent et 
quantitativement, les lesions subies par I'ADN de ladite cellule. 

Le procede contribue & simplifier ce type d'etude des lesions, il peut 
§tre automatise ce qui lui donne une connotation industrielle certaine, il 
s'applique d tous types d'ADN et sur des quantites tr6s reduites grace S une 
15 trfes grande sensibilite du test. 

La rapidite de la reponse est egalement un avantage preponderant, 
notamment pour ('Industrie, puisque I'ordre de grandeur est de quelques 
heures. 

La possibilite d'utiiisation de marqueurs "froids" et la non n6cessit6 de 
20 recourir d des marqueurs "chauds" tout en la laissant possible est un 
avantage suppiementaire. Ceci a pour corollaire Temploi d'un materiel 
sp6cifique pour la lecture certes, materiel qui correspond au marqueur 
incorpore mais ces appareillages sont d'un usage courant et d'une mise en 
oeuvre relativement simple pour Thomme de Tart, sans commune mesure 
25 avec un appareil de cytometrie de flux. 

Enfin, on peut noter comme avantage evident la possibilite d'analyser 
simultanement un nombre d'echantillons beaucoup plus important, avec un 
coefficient proche de 10, 

On entend pour la suite de la description les definitions 
30 compiementaires suivantes : 



BNSDOCID:<WO 9628571 A1> 



WO 96/28571 PCT/FR96/0O391 

7 

Support sensibiiise : tout support notamment solide y compris la 
gelatine, ayant et6 traits par des substances presentant une tr6s forte 
affinity pour le materiel nucieique (ADN ou ARM). 

Extrait cellulaire : extrait cellulaire partiellement purifie, composants 
5 purifies et Isolds avec recombinaison 6ventuelle au sein d'une 

composition de certains de ces composants purifies ou encore 
composant obtenu par biologie moieculaire. 

Marqueur : nucleotide modifie avec un marqueur radioactif ou non 
radioactif, du type greffe chimiquement. 
io A cet effet, le procdde de detection qualitative et quantitative de 

lesions sur de I'ADN, caract6ris6 en ce que les etapes sont r6alis6es 
directement sur un support sensibiiise sur lequel I'ADN I6se est fix6: 

. action d'une composition comprenant au moins un extrait cellulaire 
possedant une activity rdparatrice sur cet ADN, ledit extrait contenant 
15 des marqueurs, 

• revelation directe ou indirecte des marqueurs eventuellement 
incorpor6s dans PADN, en cas de reparation, et 

* lecture comparative par rapport & un dchantillon de contrdle 
lesdites Stapes etant separees par au moins une etape de lavage. 

20 Plus pr6cis6ment, le proc6d6 se caracterise en ce qu'il comprend les 

diff6rentes etapes suivantes: 

. fixation de I'ADN cible sur un support sensibiiise, 

. action d'une composition & tester comprenant au moins un produit 
l£sant, 

25 • action d'une composition comprenant au moins un extrait cellulaire 
possedant une activite reparatrice sur cet ADN, ledit extrait contenant 
des marqueurs, et 

. revelation directe ou indirecte des marqueurs 6ventue!lement 
incorpores dans I'ADN, en cas de reparation, et 
30 . lecture comparative par rapport & un echantillon de contr6le 

Selon un autre mode de mise en oeuvre, les etapes sont les suivantes : 
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o action d'une composition & tester comprenant au moins un produit 
lesant, 

• fixation de i'ADN cible sur un support sensibilise, 

• action d'une composition comprenant au moins un extrait cellulaire 
5 poss6dant une activite reparatrice sur cet ADN, ledit extrait contenant 

des marqueurs, 

» r6v6lation directe ou indirecte des marqueurs eventuellement 
incorpores dans I'ADN, en cas de reparation, et 

• lecture comparative par rapport d un echantillon de contrdle. 

10 L' invention propose aussi un precede de mesure de I'effet de 

modulation de 1'effet inhibiteur de ia reparation d'au moins une molecule, qui 
comprend les etapes suivantes : 

• preparation d'ADN I6s6 fixe sur un support sensibilise, 

. action d'une composition comprenant au moins un extrait cellulaire 
is poss6dant une activite reparatrice sur cet ADN, ledit extrait contenant 

des marqueurs, et conjointement action d'au moins une molecule ayant 
un pouvoir modulateur de Paction de reparation, 
. revelation directe ou indirecte des marqueurs eventuellement 
incorpores dans PADN, en cas de reparation, et 
20 . lecture comparative par rapport & un echantillon de contrdle. 

Selon un mode de realisation tout & fait pr6f6rentiel, le support est un 
support solide, notamment une plaque de microtitration & puits ou des billes 
de "latex**. 

Le support est sensibilise par des substances pr6sentant une tr6s forte 
25 affintte vis & vis de I'ADN de fagon k provoquer une fixation de cet ADN par 
adsorption, 

Ces substances sont choisies parmi les substances cationiques ou les 
proteines, au pH utilise pour I'adsorption du materiel nucieique. 

Les substances cationiques sont plus particuli6rement choisies parmi 
30 les polyacides amines de type polylysine ou poiyargine, levogyre, dextrogyre 
ou l6vogyre/dextrogyre. 
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Dans le cas de la polylysine, son poids moieeulaire retenu se situe dans 
la fraction 15 000 a 30 000 Daltons. 

Selon un mode de mise en oeuvre particulier, la sensibilisation du 
support est r6alis6e par incubation en tampon phosphate 10mM, chlorure de 
5 sodium 137 mM et un pH compris entre 6,5 et 8, plus particuli&rement 7,2. 

De fapon pr6ferentielle, le produit I6sant, dans le cas d'un produit 
I6sant chimique, est dilu6 dans une solution tamponn6e et bioactiv6. 

Un exemple de solution de lavage est une solution en tampon 
phosphate 10 mM, chlorure de sodium 137 mM et un tensioactif non ionique, 
10 par exemple du "Tween 20" en proportion egale 0,05 a 0,15 % et plus 
particuliSrement 0,1%. 

Selon ('invention le proc6d6 peut aussi etre mis en oeuvre pour la 
capture de I'ADN issu directement & partir de cellules vivantes trait6es et 
comprend les etapes suivantes : 
15 • action d'un produit lesant directement sur les cellules, 

• lyse des cellules dans une solution, 

• fixation de I'ADN sur un support sensibilise. 

Cette lyse des cellules dans la solution adaptee s'effectue en presence 
du support sensibilise. 
20 A partir de cellules vivantes traitees, le proc6d6 se caract6rise aussi 

par les etapes suivantes : 

• action d'un extrait cellulaire possedant une activity reparatrice sur cet 
ADN, ledit extrait contenant des marqueurs, 

• revelation directe ou indirecte des marqueurs eventuellement 
25 incorpor6s dans I'ADN, en cas de reparation, 

lesdites Stapes etant s6par6es par au moins une etape de lavage. 

Le present proc6d6 de determination des lesions d'ADN et le proc6d6 
associe de capture et de purification de I'ADN en vue de la determination des 
lesions, ainsi que la determination et la mesure de I'effet modulateur de la 
30 reparation sont d6crits ci-apr£s, assortis d'exemples d'essais realises avec les 
r6sultats obtenus. 
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Les graphes annexes permettent d'illustrer la description du proc6de 
selon Pinvention en association avec ies resultats indiques dans ia description 
qui va suivre, et les figures de ces dessins repr6sentent : 

• figures 1A d 1F, un schema illustrant les Stapes du precede, les 
5 figures 1 A\ 1B* et 1C* correspondant & une variante de 

Pordonnancement de certaines etapes, 

• figure 2, graphe du rapport du taux de capture de PADN par 
adsorption en pourcentage sur un support rigide sensibilise & la 
polylysine par rapport d un support non sensibilise, 

10 ♦ figure 3, graphe de la cinetique de reparation d'ADN ies6, 

. figure 4, graphe du rapport de reparation en fonction de la quantity 
d'extrait cellulaire, 

. figure 5, graphe du rapport de reparation en fonction de la 
concentration de KCI, 
15 . figure 6, graphe du rapport de reparation en fonction de diff6rentes 
doses de produit I6sant, en !' occurrence des rayons ultraviolets, 

• figure 7, graphe du rapport de reparation en fonction de la dose de 
methylmethanesulfonate (MMS) ajout6 avant ou aprds adsorption de 
I'ADN dans ie puits, 

20 . figure 8, graphe du rapport de reparation en fonction de la dose de 1- 
methyl-3-nitro-1-nitroso-guanidine (MNNG) incube avec I'ADN dans 
un solvant organique avant adsorption dans le puits, et 

• figure 9, un graphe montrant les valeurs de Peffet inhibiteur de 
diff6rentes molecules sur Pactivite de reparation d'extraits cellulaires. 

25 Les essais men6s & Paide du proc6d6 selon ('invention ont consiste & 

realiser les etapes suivantes a/ & if, representees schematiquement sur les 
figures 1 A d 1F et d6tailiees ci-apr6s : 

Figures 1A - IB : preparation et adsorption de PADN sur des puits sensibilises 
30 a/ Un plasmide 2959 bp resistant ci Pampicilline est prepare par la methode 
de lyse alcaline & partir d' Escherichia coli, JM109, suivi, par exemple, par 
une chromatographie sur colonne Qiagen.. 
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hi Preparation (fun support solide, en I'occurrence une plaque de 
microtitration & puits du type Microlite II, commercialism par la societe 
Dynatech. 

Les puits de cette plaque sont ensuite sensibilis6s pendant une nuit avec 
5 50 jiL de poly-L-lysine dans la fraction mol6culaire comprise entre 15 000 
et 30 000 Daltons dans une solution tampon phosphate avec un sel f ceci £ 
une temperature de 4°C. 

Cette plaque est Iav6e deux fois avec une solution de lavage comprenant 
un tampon phosphate avec un sel auquel on rajoute un tensioactif non- 
10 ionique, du "Tween 20", dans une proportion de 0,1 %. 

Pour la fixation de I'ADN sur la plaque, la solution d'ADN est soumise S 
une agitation douce pendant 30 minutes & 30°C, puis Iav6e deux fois avec 
une solution de lavage identique d la solution de lavage des plaques 

15 Figure 1C : formation de dommaqes a I'ADN par Taction du produit I6sant 
c/ Generation de lesions sur I'ADN ainsi adsorbe, avec un rayonnement 

ultraviolet germicide & 254 nm, Le taux d'emission est mesur6 par un 

dosim6tre pour rayonnement ultraviolet et le rayonnement est 6mis avec 

des puissances comprises entre 50 et 600 J/m 2 . 
20 Des agents alkylants sont dilu6s en tampon phosphate 10 mM, au pH 7,2 

et incubes avec I'ADN pendant 1 heure & 30°C. 

Figures 1A' - 1B* : Preparation et action d'un produit lesant sur de I'ADN 
a7 On peut aussi en variante inverser les etapes de l6sion et de fixation. Un 
25 plasmide est prepare de fagon identique & celle du a/. 

b7 Durant cette phase, I'ADN I6s6 est obtenu soit en incubant en phase 
aqueuse ou dans un solvant organique de I'ADN plasmidique avec au 
moins une substance genotoxique, soit en purifiant I'ADN genomique de 
cellules pretrait6es avec au moins une substance genotoxique. Par 
30 exemple, du monoazide d'ethidium est dissout dans une solution 10 mM 
Tris-HCI, 1 mM acide ethyienedtamine tetra-acetique et incube avec 
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i'ADN (80^g/ml) avec diff&rents rapports molaires (drogue/nucieotide) 
compris entre 1.10-3 et 4,10-2 pendant 10 minutes et soumis ensuite 
pendant 270 secondes d Taction d'une larnpe ballon de 500 W. 

A la suite de ce traitement chimique, I'ADN est, par exemple, pr6cipite 
5 S l'6thanoi. 



Figures 1C: adsorption de I'ADN sur des puits sensibilisSs 
c7 Au cours de cette etape, i'ADN I6s6 est fix6 sur les puits d'une plaque 
10 support sensibilis6e de microtitration de ia m6me fagon qu'& l'6tape b/. 

Les etapes suivantes sont communes aux deux modes de realisation qui 
viennent d'etre pr6sent6s, 

15 Figure 1D : reaction de reparation et incorporation de DIG-11 dUMP aux sites 
de dommage, en presence d'un extrait cellulaire 

d/ Reparation en presence d'un extrait cellulaire et d'agents de type connu, 
comprenant, par exemple, pour un volume de milieu reactionnel (MR), de 
50 ul: 

20 .150 jig d'extraits proteiniques extraits de cellules HeLa, 

* 50 mM de KCI dans un milieu tampon nontenant 40 mM Hepes- 
KOH (pH 7,6), 

. 5 mM de MgCb f 0,5 mM de DTT, 10 mM de phosphocreatine, 2,5 
\ig de phosphocreatine kinase, 2 mM EGTA, 3,4% de glycerol, 18 
25 ng d'albumine s6rique bovine, 0,4 yiM de dGTP, de dCTP, de dATP 

et de DIG-11 dUTP. 
Cette reparation est obtenue par une incubation de 3 heures S 30°C et les 
puits sont laves trois fois avec la m§me solution que pr6cedemment. 



9628571 A1> 



WO 96/28571 PCT7FR96/0039 1 

13 

Figure 1E : incubation avec un anticorps anti-DIG conjuqu^ & la phosphatase 
alkaline et reconnaissance de I'anti-DIG par I'anticorps suivie d'une incubation 
avec un agent luminescent 

el L'ADN marque est incub6 30 minutes avec un anticorps anti-digoxyg6nine 
5 couple associe h une phosphatase alcaline dilute & 1/10 000 dans un 
tampon phosphate avec set, plus 0,025% d'albumine s6rique bovine 
ac6tyiee et 0,1% de "Nonidet P40 n . Les plaques sont lavees trois fois avec 
la m§me solution que pr6c6demment, 

10 Figure 1F : Emission de la lumidre due a la dephosphorylation enzymatique du 
"Lumi-Phos 530* 

f/ Incubation avec un substrat chimioluminescent, "Lumi-Phos 530", pendant 
15 minutes et mesure de la lumtere emise avec un luminom6tre 
( w Luminoskan") et exprim6e en unites relatives de lumidre (Relative Light 
15 Unit, RLU). 

On a pu constater que les plaques sensibilisees avec de la polyiysine 
permettent I'adsorption d'ADN alors que les plaques test non sensibilisees ne 
retiennent pas i'ADN aprfes lavage. Ceci est indique sur la figure 2, sur 
laquelle la courbe avec les carres represente le pourcentage d'accrochage de 
20 I'ADN sur les plaques avec polyiysine tandis que la courbe avec des cercles 
represente le pourcentage d'accrochage de I'ADN sur les plaques non 
sensibilisees. 

Ces courbes sont obtenues par une mesure de la radioactivity utilisant 
des marqueurs isotopiques, iors d'une manipulation specifique visant a 
25 determiner uniquement les possibility d'accrochage de I'ADN. Ces courbes 
sont le reflet de la moyenne de trois essais successifs. 

La saturation de la plaque avec une solution de 50 \x\ d'ADN est 
atteinte avec une concentration de 1 & 2 ng/mi d'ADN correspondant £ 
sensiblement & 40-80 ng d'ADN fixe. 
30 Ainsi, la fixation sur un support solide tel qu'une plaque de 

microtitration & puits autorise maintenant les reactions de reparation 
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permettant de quantifier la capacity de I'ADN d etre repare, comme cela est 
maintenant d6crit. 

La presence de lesions de i'ADN est detectee par la reaction de 
reparation par excision adaptee en milieu in-vitro, 
5 Apr&s incubation de I'ADN I6$e et de PADN non lese en presence d'un 

extrait cellulaire, on peut determiner le rapport de reparation par 
chimioluminescence. 

Dans toutes les figures faisant etat d'un rapport de reparation, celui-ci 
est defini comme le rapport du signal brut luminescent obtenu pour une 
10 condition "test" sur le signal obtenu avec un ADN contr6!e non traite. 

Les essais ont consiste S faire varier les paramStres suivants : temps 
d'incubation, importance de la lesion, concentration de I'extrait cellulaire, 
concentration en sels, ou quantite d'ADN, de fagon & optimiser la reaction de 
reparation, 

15 Ainsi, la cinetique de reparation avec un extrait cellulaire HeLa, 

representee par le graphe de ta figure 3, montre que le maximum de 
reparations est obtenu en 3 heures, duree a Tissue de laquelle la cinetique de 
reparation stagne. 

Ainsi, avec un ADN ayant 6t6 soumis & une dose de 300 J/m 2 de 
20 rayonnement ultraviolet, le maximum de synthese de reparation de lesions 
est obtenu en presence de 300ng d'extrait cellulaire, comme le confirme la 
figure 4. 

Afin d'optimiser encore la synthese reparatrice, la figure 5 montre des 
essais avec differentes concentrations de sel, en I'occurrence du chlorure de 
25 potassium, KCL La courbe pr6sente un maximum avec 70 mM de KG. 
Pour la suite des essais, les valeurs optimales retenues sont : 
♦ dur6e d'incubation : 3 heures, 
. quantite d'extrait cellulaire : 150 ng, et 
. 70 mM de KCI. 

30 Le procede selon Tinvention consiste ensuite & reveler les lesions ainsi 

generees et deux possibilit6s sont offertes, la premiere dans laquelle les 
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lesions sont g6ndr6es prealablement d retape d'adsorption et, la seconde, 
dans laquelle les lesions sont g6n6r6es posterieurement & I'etape 
d'adsorption. 

Sur !a figure 6, la courbe avec les carr6s correspond & la soumission de 
5 I'ADN au rayonnement ultraviolet avant I'etape d'adsorption et la courbe 
avec les cercles correspond d la soumission de I'ADN au rayonnement 
ultraviolet aprds l'6tape d'adsorption, 

Des r6sultats similaires ont 6t6 trouv6s en ce qui conceme le rapport 
de reparation des lesions. 
io De fagon compiementaire, d'autres essais ont ete men6s en utilisant 

comme produit lesant des composes g6notoxiques qui conduisent notamment 
d la formation d'adduits. 

De la mfime fapon que pour un traitement de I'ADN aux rayons U.V., la 
formation de lesions de type adduits detectees par le test selon I'invention 
15 peuvent avoir 6te produites sur de I'ADN adsorb^ dans le puits ou 
pr6alablement & I'adsorption comme cela est montre sur les figures 7 et 8. 

Sur la figure 7, on a traite I'ADN avec un agent alkylant le 
m6thylm6thanesulfonate (MMS) qui induit des lesions par fixation covalente. 
Dans le cas de la courbe avec les carr6s, on a traite I'ADN une fois 
20 qu'il a 6X6 adsorbe dans le puits et dans le cas de la courbe avec les ronds, 
on a traite pr6alablement I'ADN en phase liquide avec le MMS puis on Ta 
adsorbe dans le puits. 

On peut constater que dans cet exemple, une mise en contact de 
I'ADN avec le MMS avant I'etape d'adsorption permet un efficacite de lesions 
25 sup6rieure comme en t6moigne le rapport de reparation. 

Sur la figure 8, on a teste Peffet-dose du 1-m6thyl-3-nitro-1-nitroso- 
guanidine (MNNG), agent g6notoxique connu, de reference. Dans ce cas, on 
a preincube I'ADN cible avec des doses croissantes de MNNG dissous dans 
du dimethylsulfoxide (DMSOK Ceci montre.que I'on peut d6tecter de fapon 
30 dose-dependante ce g6notoxique. 
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On peut remarquer que le proc£d6 sur plaque selon I'invention est un 
test d'une grande sensibility puisque la detection est op£r£e sur 40 ng d'ADN 
au lieu de 200 & 300 ng, dans le cadre d'un travail en tube. 

De plus, le test selon I'invention peut §tre automatism. 
5 Ce m§me test peut 6galement Stre utilise pour cribler des composes 

g6notoxiques, certains d'entre eux pouvant §tre actives par des enzymes. De 
m§me, on peut tester Taction de composes oxydants comme I'effet inhibiteur 
d'agents antioxydants. 

Des essais ont 6t6 men6s avec des lesions g6n6r6es par deux types 
10 d'agents oxydants : 

- du peroxyde d'hydrog&ne H2O2, 

- du bleu de methylene. 

a/ Le peroxyde d'hydrog6ne est connu pour produire des radicaux 
libres par la reaction de FENTON. Des plaques de microtitration d 

15 puits comportant de TADN fixe sont incub6es pendant diff6rentes 

periodes de temps avec des quantites variables de peroxyde 
d'hydrog6ne dilu6 en solution tampon phosphate S 37 °C* Des essais 
ont montre que le rapport maximum de reparation est obtenu pour 
une quantity de 0,27 mM de peroxyde d'hydrogfcne, soit une dilution 

20 de 1,6.10 de H2O2 & 30 %. Les plaques sont ensuite rincSes deux 

fois avec la m£rne solution de lavage que pr6c6demment utilisant le 
tensioactif non ionique "Tween 20" £ raison de 0,1%. 
b/ Le bleu de methylene est connu pour liberer par photoactivation, un 
atome d'oxyg6ne. 

25 Pour les essais e suivre, !e bleu de methylene a 6t6 soumis & un 

rayonnement en lumi6re visible pendant 20 minutes avec deux 
lampes ballons de 100 W, une distance entre les lampes et les 
plaques support de 30 cm et une concentration de bleu de 
methylene de 15 ng/ml. 

30 L'6tape de reparation des lesions est r6alis6e suivant Tenseignement 

indique ci-avant, £ I'aide du meme milieu reactionnel MR. 
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De la mgme fapon, les plaques, apr&s action du milieu r^actionnel MR 
sont lav^es trois fois avec la solution de lavage pr6c6demment indiqu6e et 
incub6es 15 minutes avec un substrat chimioluminescent ( M Lurni-Phos 530"). 
Connaissant les actions de tels oxydants sur I'ADIM, les essais ont 
5 permis de tester I'efficacite de composes antioxydants en anaiysant ta 
luminescence correspondant & la reparation qui doit 6tre d'autant plus faible 
que I'antioxydant est efficace* 

Pour le premier essai, comme la production de radicaux libres d partir 
du peroxyde d*hydrog6ne requiert la presence de fer, ii a 6t6 utilise un 
10 ch61atant m6tatlique, mesylate ddferroxamine, afin de verifier si la production 
de lesions peut Stre inhib^e. On a pu constater que 10 ^tM de ce cheiatant 
m6tallique inhibent totalement les effets du peroxyde d'hydrog6ne. 

Pour le second essai, avec le bleu de m6thyl6ne, on a calcu!6 Tactivit§ 
relative AR d'un antioxydant qui est 6gale b : 
15 (contrdle RLU - test RLU) 

AR * 

(contraie RLU - reference RLU) 

formule dans laquelle : 

• contrflle RLU correspond & la valeur du signal du bleu de m6thy!6ne seul 
20 soumis au rayonnement, 

• test RLU correspond d la valeur du signal du bleu de m6thyl6ne soumis au 
rayonnement ultraviolet plus une molecule antioxydante, et 

• r6f6rence RLU correspond & la valeur du signal de la mol6cuie antioxydante 
seule. 



25 Les caiculs montrent ainsi que cela est regroup^ dans le tableau 

suivant que la silymarine pr6sente une haute activity antioxydante tandis que 
le plasma et la vitamine A n'ont aucun effet antioxydant. 



silymarine 


A.R. 


A.R. 


vitamine C 


A.R. 


A.R. 


<mM) 


(avec BM) 


(avec H2O2) 


(nM> 


(avec BM) 


(avec H2O2) 


io- 5 


0,44 


ND 


10 s 


0,22 


0,12 


10" 


0,47 


ND 


10- 4 


0,39 


0,20 


10 3 


0,43 


ND 


10' 3 


0,21 


0,19 
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10 2 


0,49 


ND 


10 2 


0,24 


0,30 


1 w 






1 n - 1 
i u 




n At; 


1 

I 


1 


1 
1 


1 




n c;fi 
U,DO 


vitanrune a 


A D 


A D 


Piasrna 


A O 

A.H. 


A.H. 




\avec Divi} 


tavec H2U2) 


(dilution) 


tavec BM) 


tavec H2O2) 


lO* 


0,07 


0,06 


3. 10 6 


0 


0 


10* 3 


0,24 


0,15 


1.10 s 


0,07 


0,40 


10 2 


0,25 


0,20 


2.10' 5 


0,12 


0,69 


io- 1 


0,14 


0,21 


5.10' 5 


0 


0,85 


1 


0,21 


0,18 


2.10* 


0 


0,95 


10 


0,18 


0,20 


4.10* 4 


0 


0,98 



(a) une vaieur negative signifie que la valeur test est sup^rieure & ta vaieur reference 
ND : non determine 



BM : bleu de methylene 

Au cours de I'etape de reparation, voir figure 1 D, des molecules pour 
5 lesquelles on cherche d mettre en Evidence un effet modulateur de la 
reparation peuvent Stre ajout6es. ces molecules sont pr6f6rentie!lement 
dilu6es dans I'eau ou dans du dimethyisulfoxyde (DMSO), 

Sur la figure 9, on a montre la mesure de I'effet inhibiteur dose- 
dependant de la reparation par deux molecules antitumorales poisons de 
10 topoisom6rase II, & savoir Tactinomycine D (courbe avec ies carr6s) et la 
doxorubicine (courbe avec Ies triangles) sur des extraits issus de cellules 
HeLa. 

Par contre, I'acide nalidixique, inhibiteur de la sous-unite gyrA de la 
gyrase d'Exoli (courbe avec Ies ronds) est sans effet sur Tactivite de ces 
15 extraits issus de cellules HeLa. 

Ceci montre qu'au moyen du procede seion Pinvehtion, de fapon 
simple et surtout tr6s rapide, on peut tester I'effet d'un agent particulier ou la 
combinaison d'agents modulant I'activite reparatrice d'extraits cellulaires. 
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On peut aussi capter I'ADN directement h partir de cellules ayant 
subles Taction d'un compost susceptible d'induire des lesions sur I'ADN de 
ces cellules, par exemple un genotoxique, ou un melange de composes. 

Parmi les composes, on peut citer les produits oxydants car ils 
5 g6n6rent des radicaux libres de type oxygfcne singulet } Oi f et le radical 
hydroxy! OH', comme cela a 6t6 indiqu6 lorsque les tests sent produits 
directement sur de I'ADN fixe sur support solide. 

On op&re de la mfime fagon que precedemment pour I'analyse des 
lesions et la detection mais le probldme pose est la capture de I'ADN. 
10 Selon ('invention, les cellules sont done soumises d Paction du 

compost & tester, par exempie un agent genotoxique puis, apr£s une dur6e 
d'incubation variable, en presence de cet agent genotoxique, les cellules sont 
incub£es en presence d'un agent de lyse directement dans les puits d'une 
plaque de microtitration sensibilis6e, afin de capter i'ADN ainsi g6n6re, qui 
15 doit §tre analyse. 

On peut citer comme composition de lyse une solution en tampon 
phosphate 10 mM, chlorure de sodium 137 mM, ur6e 5 d 20% 
(pr6f6rentiellement 10%), bromure d'hexadecyltrimethyl ammonium 0,1 a 
0,5% (pr6f6rentiellement 0,2%), proteinase K, de 200 d 500 ng/ml. 
20 L'etape de lyse est comprise entre 30 minutes et 2 heures. 

On a ainsi pu fixer de I'ADN sur un support solide, concomitamment £ 
la lyse des cellules, et cet ADN peut ensuite subir toute analyse n6cessitant 
sa mise sur support. 

En particulier, on peut analyser les lesions eventuellement subies, en 
25 appliquant & cet ADN l*6tape de reparation et de marquage a froid ou S chaud 
et retape de revelation qualitative et quantitative, telles qu'elle viennent 
d'etre decrites precedemment dans la description. 

Dans ce cas, les lavages sont effectues de la mfime fapon que 
precedemment, avec une solution adapt6e, puis les puits de la plaque sont 
30 incub6s avec un extrait cellulaire en vue de permettre une eventuelle 
reparation. 
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La r6v£!ation, notamment par chimioluminescence dans le cas d'un 
recours & des marqueurs froids de ce type, permet P6tude des lesions 
g6n6r6es sur PADN lorsque ia cellule qui le porte est soumise & Taction d'un 
compost & tester. 

5 Ce proc6d6 de capture et de fixation de PADN sur un support solide 

est utile pour de nombreuses applications. 

En effet, if s'applique plus g6n6ralement : 

* & la capture et & la purification d'ADN ou d'ARN en vue d f amplifier 
enzymatiquement des sequences nucleotides particuli6res, 

lo . £ la capture d'ADN de cellules soumises & des agents g6notoxiques 

en vue d'une analyse par un test UDS avec marqueur froid ou 
encore, 

* k la capture et & P analyse des coupures sur PADN de cellules 
soumises S un stress chimique ou physique. 

15 Un tel proc6d6 presente un intdret pris isotement et plus 

particuiiferement dans le cas du proc6d6 d'analyse pr£c6demment indiqu6. On 
remarque qu'i! n6cessite une faible de quantity de mature initiate, ainsi, 
PADN g6nomique provenant de 10* d 10 5 cellules peut §tre capt6 et les 
lesions quantifies lorsque la cellule a £t6 trait^e par un g6notoxique 

20 quelconque* 
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REVENDICATIONS 



PCT/FR96/00391 



1 . Proc6d6 de detection qualitative et quantitative de !6sions sur de 
I'ADN, caracterise en ce que les Stapes sent r6aiis6es directement sur un 
support sensibiiise sur iequel TADN I6s6 est fix6: 

. action d'une composition comprenant au rnoins un extrait ceilulaire 
5 possedant une activity r^paratrice sur cet ADN, ledit extrait contenant 

des rnarqueurs, 

• revelation directe ou indirecte des rnarqueurs eventuellement 
incorpor6s dans I'ADN, en cas de reparation, et 

• lecture comparative par rapport ci un 6chantillon de contrdle 
10 lesdites etapes etant s6par6es par au moins une etape de lavage. 

2. Proc6d6 de detection qualitative et quantitative de l6sions sur de 
PADN selon la revendication 1, caracterise en ce qu'il comprend les 
diff6rentes etapes suivantes: 

• fixation de PADN cible sur un support sensibiiise, 

15 . action d'une composition & tester comprenant au moins un produit 
lesant, 

• action d'une composition comprenant au moins un extrait ceilulaire 
possedant une activity reparatrice sur cet ADN, ledit extrait contenant 
des rnarqueurs, et 

20 . revelation directe ou indirecte des rnarqueurs eventuellement 
incorpor6s dans 1'ADN, en cas de reparation, et 

• lecture comparative par rapport £ un echantillon de contrdle 

3. Proc^de de detection qualitative et quantitative de lesions sur de 
I'ADN selon la revendication 1, caracterise en ce qu'il comprend les 

25 differentes etapes suivantes: 

• action d'une composition S tester comprenant au moins un produit 
iesant, 

. fixation de I'ADN cible sur un support sensibiiise, 
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• action d'une composition comprenant au moins un extrait cellulaire 
poss6dant une activity reparatrice sur cet ADN, (edit extrait contenant 
des marqueurs, 

• r6v6lation directe ou indirecte des marqueurs eventuellement 
5 incorpores dans I'ADN, en cas de reparation, et 

• lecture comparative par rapport & un echantillon de contrdie. 

4. Procede de mesure de I'effet modulateur de la reparation d'au moins 
une molecule selon ta revendication 1, 2 ou 3, caracterise en ce qu'il 
comprend les etapes suivantes : 

10 . preparation d'ADN ies6 fixe sur un support sensibilise, 

• action d'une composition comprenant au moins un extrait cellulaire 
possedant une activite reparatrice sur cet ADN, ledit extrait contenant 
des marqueurs, et conjointement action d'au moins une molecule 
susceptible d'avoir un pouvoir modulateur de Taction de reparation, 

15 . revelation directe ou indirecte des marqueurs eventuellement 
incorpores dans I'ADN, en cas de reparation, et 

• determination de I'effet modulateur de ladite molecule par lecture 
comparative par rapport ci un echantillon de contr61e. 

5. Procede de detection qualitative et quantitative de lesions sur de 
20 I'ADN selon I'une quelconque des revendications 1 d 4, caracterise en ce que 

le support est un support solide. 

6. Procede de detection qualitative et quantitative de lesions sur de 
I'ADN selon la revendication 5, caracterise en ce que le support solide est 
une plaque de microtitration & puits ou des biiles de "latex". 

25 7. Proc6de de detection qualitative et quantitative de lesions sur de 

I'ADN selon Tune quelconque des revendications 1 & 6, caracteris6 en ce que 
le support est sensibilise par des substances presentant une tr6s forte affinite 
vis & vis de I'ADN de fapon & provoquer une fixation de cet ADN par 
adsorption. 

30 8. Proc6de de detection qualitative et quantitative de lesions sur de 

I'ADN selon la revendication 7, caracterise en ce que les substances sont 
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choisies parmi les substances cationiques ou ies protdines, au pH utilise pour 
radsorption du materiel nuc!6ique. 

9. Proc6d6 de detection qualitative et quantitative de lesions sur de 
I'ADN selon la revendication 8, caract6ris6 en ce que ies substances 

5 cationiques sont choisies parmi les polyacides amines de type polylysine ou 
polyargine, l6vogyre, dextrogyre ou !6vogyre/dextrogyre. 

10. Proc6d6 de detection qualitative et quantitative de lesions sur de 
I'ADN selon la revendication 9, caract£ris£ en ce que, dans le cas de la 
polylysine, son poids mol6cuiaire retenu se situe dans la fraction 15 000 & 

10 30 000 Daltons. 

11. Proc6d6 de detection qualitative et quantitative de !6sions sur de 
I'ADN selon I'une quelconque des revendications 8, 9 ou 10, caract6ris6 en 
ce que fa sensibiiisation du support est r6alis6e par incubation en tampon 
phosphate 10 mM, chlorure de sodium 137 mM et un pH compris entre 6,5 

15 et 8, plus particuli&rement 7,2. 

12. Proc6d6 de detection qualitative et quantitative de lesions sur de 
PADN selon Tune quelconque des revendications pr6c6dentes, caract6ris6 en 
ce que le produit I6sant, dans le cas d'un produit I6sant chimique, est dilu6 
dans une solution tamponn6e. 

20 13. Proc6d6 de detection qualitative et quantitative de l6sions sur de 

I'ADN selon I'une quelconque des revendications pr6c6dentes, caract6ris6 en 
ce que le produit I6sant, dans le cas d'un produit lesant chimique, est 
bioactivd. 

14. Proc6d6 de detection qualitative et quantitative de iSsions sur de 
25 I'ADN selon I'une quelconque des revendications pr6c6dentes, caract6ris6 en 

ce que la solution de lavage est une solution en tampon phosphate 10 mM, 
chlorure de sodium 137 mM et un tensioactif non ionique. 

15. Proc6d6 de detection qualitative et quantitative de lesions sur de 
I'ADN selon la revendication 14, caract6ris6 en ce que le tensioactif non- 
30 ionique est du Tween 20" en proportion 6gaie 0,05 & 0,15 % et plus 

particuli&rement 0,1%. 
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16. Proc6d6 de capture de I'ADN issu directement £ partir de cellules 
vivantes trait^es et caract6ris6 en ce qu'il comprend les Stapes suivantes : 

. action d'un produit Igsant directement sur les cellules, 
. lyse des cellules dans une solution, 
5 . fixation de I'ADN sur un support sensibiiis6. 

17. Proc6d6 de capture de PADN selon la revendication 16 r caract6ris6 
en ce que les 6tapes de lyse et de fixation sont effectu6es simultan6ment, la 
lyse des cellules dans la solution adapt6e s'effectuant en prdsence du 
support senstbtlis6. 

10 18. Proc6d6 de detection qualitative et quantitative de lesions sur de 

I'ADN issu directement d partir de cellules vivantes trait6es, selon la 
revendication 16 ou 17, et mise en oeuvre des Stapes du proc6d6 de 
detection qualitative et quantitative de !6sions sur de I'ADN selon Tune 
quelconque des revendications 1 a 15, caract6ris6 en ce qu'il comprend, en 

15 outre, les 6tapes suivantes : 

• action d'un extrait cellulaire possgdant une activity rgparatrice sur cet 
ADN, ledit extrait contenant des marqueurs, 

• r6v6lation directe ou indirecte des marqueurs 6ventuellement 
incorpor6s dans I'ADN, en cas de reparation, 

20 lesdites Stapes Stant s6par6es par au moins une 6tape de lavage. 
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